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^ (54) Title: RAPID TEST FOR BIOLOGICAL SUBSTANCES USING FTIR 

f£> (54) Bezeichnung: SCHNELLTEST FUR BIOLOGISCHE SUBSTANZEN MTTTELS FTIR 

(57) Abstract: The invention relates to a method for determining the state of a biological liquid by recording the IR spectrum of a 
sample of the biological liquid. This enables the biological liquid to be examined in its true form. The inventive method can be used, 
^ for example, for detecting pathological states in organisms. 

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung des Zustands einer biologischen Fltis- 
Q sigkeit mit Hilfe der Aufnahme des IR-Spektrums einer Probe der biologischen FlUssigkeit. Hierbei kann die biologische FlUssigkeit 
^ in ihrer nativen Form untersucht werden. Das erfindungsgemaBe Verfahren ist beispielsweise zum Nachweis krankhafter Zustande 

in Organismen verwendbar. 
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Schnelltest fur biologische Substanzen mittels FTIR 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung des Zustands 
einer biologischen Flussigkeit mit Hilfe der Aufnahme des IR-Spektrums einer 
Probe der biologischen Flussigkeit. Hierbei kann die biologische Flussigkeit in 
ihrer nativen Form untersucht werden. Das erfindungsgemalJe Verfahren ist 
beispielsweise zum Nachweis krankhafter Zustande in Organismen verwendbar. 

Verschiedene Krankheiten konnen derzeit mit einer ausreichend hohen Sicherheit 
nur mit aufwendigen Tests nachgewiesen werden, die zudem einen hohen 
Zeitaufwand erfordem. So mufc beim Myokardinfarkt (Herzinfarkt) in kurzester Zeit 
eine Diagnose gestellt werden kdnnen. Es kommt zur plotzlich auftretenden 
Myokardnekrose, d.h. dem Untergang eines umschriebenen Herzmuskelbezirks, 
die durch Anstieg spezifischer Enzyme (CK Isoenzym, CPK, halbspezifische 
Enzyme, LDH (alpha-hpdh)) spatestens einen Tag nach dem Infarkt diagnostiziert 
werden kann. In vielen Fallen konnen jedoch insbesondere kleine Myokardinfarkte 
schwer diagnostiziert werden, sodaft die notwendige Behandlung ausbleibt und es 
spater zu einem schweren Myokardinfarkt kommt. Bei rechtzeitiger und 
zuverlassiger Diagnose konnte dies vermieden werden. Dartiber hinaus ist es 
bisher bei einigen Krankheiten nur moglich, ein zuveriassiges Ergebnis zur 
erhalten, wenn der Test post mortem durchgefuhrt wird. 

Beispielsweise konnen zuverlassige Tests zum Nachweis von 
Prionenerkrankungen, z.B. zur Erkennung von BSE (bovine spongiforme 
Enzephalopathie) oder des Creutzfeld-Jacob-Syndroms, nur am toten Tier bzw. 
Menschen, insbesondere durch mikroskopische Untersuchung von Hirnschnitten 
oder durch aufwendige histochemische Antikorpertests, durchgefuhrt werden. 
Daher sind zuverlassige Ergebnisse zur Ausbreitung der Erreger erst nach 
Ausbruch der Krankheit erhaltlich. DarOber hinaus sind diese Tests zeitaufwendig 
und erfordem einen hohen Aufwand an hochqualifiziertem Personal und sind 
damit sehr kostspielig. 
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Es besteht daher ein dringender Bedarf nach zuverlassigen Tests bei den 
vorstehend genannten Krankheiten, insbesondere Prionenkrankheiten, sowie bei 
einer Vielzahl von klinisch relevanten Anderungen der Korperzustande, die in 
einfacher Weise am lebenden Organismus ohne lebensbedrohliche Eingriffe fur 
das Tier Oder den Menschen zur Entnahme der zu analysierenden Proben 
durchgefuhrt werden konnen. 

In EP-A-0 644 412 wird ein Verfahren zur Analyse klinisch relevanter 
Probenflussigkeiten und Suspensionen offenbart, welches die Aufnahme von 
Infrarotspektren getrockneter Proben der zu untersuchenden FlOssigkeiten bzw. 
Suspensionen und deren Auswertung unter Verwendung von 
Multiparameterauswertungsverfahren umfalit. In dem Auswertungsverfahren 
werden die zu analysierenden Proben Klassen zugeordnet. Das 
Auswertungsverfahren wird mit Proben, die bekannten Klassen entsprechen, 
aufbereitet, um die Parameter des Bewertungsverfahrens derart anzupassen, dall 
Proben unbekannter Klassifikation den Klassen zugeordnet werden konnen. 
Insbesondere werden die Infrarotspektren gemafi EP-A-0 644 412 an einem 
getrockneten Film der Probe gemessen. 

Dieses spektroskopische Verfahren weist jedoch den inharenten Nachteil auf, dali 
die Proben zur Messung getrocknet werden mOssen, weshalb die Spektren von 
nicht-nativen, inhomogenen Proben aufgenommen werden. Dies erfordert daher 
zusatzliche Verfahrensschritte bei der Probenvorbereitung, die eine hoheren 
Zeitaufwand mit sich bringen sowie eine Automatisierung des Verfahrens 
erheblich erschweren, und es gehen Informationen, die nur im nativen Zustand 
der Probe zuganglich sind, verloren. DarOber hinaus zeichnet sich dieses 
Verfahren durch eine hohe Zuordnungsfehlerquote aus. Insbesondere bei 
epidemiologisch signifikanten krankhaften Zustanden wie BSE ist jedoch die 
zuverlassige Zuordnung zu einem positiven oder negativen Befund entscheidend. 
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Somit liegt der vorliegenden Erfindung die Aufgabe zugrunde, ein neues System 
zur Bestimmung des Zustands von biologischen FlUssigkeiten, beispielsweise von 
KSrperflQssigkeiten in Organismen, bereitzustellen, welches beispielsweise zum 
Nachweis krankhafter Zustande bei lebenden Tieren oder Menschen geeignet ist, 
und welches die Nachteile von bekannten IR-Verfahren vermeidet. Bedingt durch 
das grofte Probenaufkommen, insbesondere in der klinischen Diagnostik, ist 
erfindungsgemafi die Bereitstellung eines Verfahrens erforderlich, welches einen 
hohen Probendurchsatz mit guter Reproduzierbarkeit erm6glicht. 

Diese Aufgabe wird durch die in den Anspruchen gekennzeichneten 
Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfindung gelost. 

Insbesondere wird erfindungsgemaft ein Verfahren zur Bestimmung des 
Zustandes einer biologischen FIQssigkeit bereitgestellt, wobei das Verfahren die 
Schritte 

(a) Bereitstellen einer Mehrzahl nativer Proben der biologischen FIQssigkeit, 
bei denen jeweils der Zustand der biologischen FIQssigkeit bekannt ist, 

(b) Messen der IR-(lnfrarot-)Spektren der nativen Proben von Schritt (a), 

(c) Unterwerfen der IR-Spektren von Schritt (b) einem 
Multiparameteranalyseverfahren und Auswahlen von 
Zuordnungsparametern, die eine zuverlassige Zuordnung der Proben zu 
den bekannten Zustanden gewahrleisten, 

(d) Speichern der im Schritt (c) erhaltenen Zuordnungsparameter, 

(e) Bereitstellen einer nativen Probe einer biologischen FIQssigkeit, deren 
Zustand unbekannt ist, 

(f) Messen mindestens eines IR-Spektrums der nativen Probe von Schritt (e), 

(g) Unterwerfen des IR-Spektrums von Schritt (f) einer Multiparameteranalyse 
und 

(h) Vergleichen der Zustandsparameter des IR-Spektrums der unbekannten 
Probe mit den im Schritt (d) gespeicherten Zustandsparametern der IR- 
Spektren der bekannten Proben, 
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wobei das Messen der IR-Spektren in den Schritten (b) und (f) mit Hilfe einer 
Mefczelle durchgefQhrt wird, die eine Schichtdicke von nicht mehr als 30 urn 
aufweist, umfafct. 

Der Begriff "biologische FIQssigkeit" umfalit samtliche FIQssigkeiten in denen 
biologisch relavante Substanzen vorliegen. Vorzugsweise wird das 
erfindungsgemalle Verfahren an Korperflussigkeiten von Organismen 
durchgefQhrt. Beispiele solcher Korperflussigkeiten sind Blut, Blutplasma, 
Blutserum, Hamolysat, Liquor, Urin, Lymphflussigkeit, Synovialflussigkeit, 
Speichel, Sperma, Fruchtwasser, TranenflQssigkeit, ZystenflQssigkeit, 
SchweilJdrQsensekret und GallenflQssigkeit . Des weiteren umfaftt der Begriff 
"biologische FIQssigkeit" auch Suspensionen von Kulturzellen, Bakterien und Viren 
sowie MedienQberstSnde und Lysate, welche aus Kulturen der vorstehend 
genannten Zellen, Bakterien bzw. Viren gewonnen werden. Durch Anwendung 
des erfindungsgemafien Verfahrens auf die vorstehend genannten Zellen, 
Bakterien bzw. Viren, konnen diese Organismen bzw. Erreger klassifiziert werden. 
So kann beispielsweise eine unbekannte Probe dem Vorliegen eines bestimmten 
Zelltyps, eines bestimmten Bakterienstamms oder eines bestimmten Virusstamms 
zugeordnet werden. Auf diese Weise kann beispielsweise ein in einer Suspension 
oder in einem Medium bzw. einer anderen FIQssigkeit vorliegender bestimmter 
Bakterienstamm aus einer Vielzahl von Bakterienstammen erkannt werden. 

Der Begriff "Organismus" umfaftt einzelne Zellen, wie prokaryotische und 
eukaryotische Zellen, sowie mehrzellige Organismen, insbesondere Pflanzen, 
Tiere und Menschen. Bevorzugte Organismen sind aus der Gruppe, bestehend 
aus Bos taurus, Gallus gallus, Maleagris gallopavo, Mus musculus, Ovis ammon, 
Rattus norwegicus, Sus scrofa, (allgemein: Schaf, Huhn, Schwein) und Homo 
sapiens, ausgewahlt. 

Der Ausdruck "Zustand einer biologischen FIQssigkeit" umfaftt jegliche Werte von 
Parametem der jeweiligen biologischen FIQssigkeit. Diese Flussigkeitsparameter 
konnen sowohl chemischer als auch physikalischer Natur, beispielsweise pH- 
Wert, lonenkonzentrationen, Redoxpotentiale usw., sein. Bevorzugte chemische 
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Parameter umfassen beispielsweise die Konzentration von biologischen 
Substanzen bzw. deren Vorhandensein Oder Abwesenheit, wie Proteine, 
Nukleinsauren, Fette und Zucker. Weitere chemische Parameter sind die 
Konzentration von pharmazeutisch wirksamen Substanzen in der jeweiligen 
biolgischen Flussigkeit. Unter einer "pharmazeutisch wirksamen Substanz" sind 
beispielsweise samtliche Arzneistoffe bzw. deren pharmakologisch aktiven 
Bestandteile sowie Drogen zu verstehen. Weitere bevorzugte Parameter 
biologischer Flussigkeiten, die mit dem erfindungsgemaiJen Verfahren ermittelt 
werden konnen, sind die Gegenwart oder Abwesenheit von Krankheitserregem. 
Die Krankheitserreger kdnnen beispielsweise Eukaryoten, z.B. Pilze, oder 
Prokaryoten, z.B. Bakterien, sein. Weitere erfindungsgemaiJ nachweisbare 
Krankheitserreger umfassen Viren sowie proteinartige Erreger, insbesondere 
Prionen. 

Das erfindungsgemalie Verfahren kann beispielsweise zum Nachweis krankhafter 
Zustande verwendet werden, was bedeutet, dali die Probe einer Korperfliissigkeit 
des Organismus dem Zustand "krank" bzw. "mit Befund" oder dem Zustand "nicht- 
krank" bzw. "ohne Befund" zugeordnet wird. Beispiele krankhafter Zustande, die 
mit Hilfe des erfindungsgemafSen Verfahrens nachgewiesen werden konnen, 
umfassen Diabetes, Arthritis, erhohter (oder erniedrigter) Cholesterinspiegel, 
Anamien (z.B. Sichelzellanamie), Krebs, Leberkrankheiten (z.B. Hepatitis), AIDS, 
Nierenkrankheiten, Gewebsuntergang (z.B. Myokardinfarkt), neurodegenerative 
Erkrankungen wie Alzheimer, Parkinson, ubertragbare spong'rforme 
Enzephalopathien (engl. "transmissible spongiform encephalopathy", TSE) wie 
BSE, Autoimmunkrankheiten wie Multiple Sklerose (MS), Allergien, Ortikaria 
(Nesselsucht) und allergisches Asthma. Krankhafte Zustande konnen auch durch 
(verbotene) Futtermittel und/oder Futtermittelzusatzstoffe in der Tiermast 
beispielsweise bei Schweinen und HOhnern hervorgerufen werden. 

Zur Bereitstellung der nativen Probe bzw. Proben in den vorstehend genannten 
Schritten (a) und/oder (e) wird die Korperfliissigkeit fOr die Messung aufbereitet, 
beispielsweise von partikularen Bestandteilen befreit. So kann beispielsweise vor 
der Messung der IR-Spektren Blut zu Blutserum aufbereitet werden. Das 
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erfindungsgemaUe Verfahren zeichnet sich somit u.a. dadurch aus, daft die 
Messung der IR-Spektren in den vorstehend genannten Schritten an homogenen 
Proben erfolgt. Das Befreien einer KdrperflQssigkeit von partikularen 
Bestandteilen kann beispielsweise eine Zentrifugation und/oder eine Filtration 
bzw. Ultrafiltration durch eine Membran mit entsprechender PorengrSfte 
umfassen. 

Durch z.B. Filtration (insbesondere Ultrafiltration), Zentrifugation und/oder Dialyse 
konnen beispielsweise im Fall des Nachweises eines krankhaften Zustands auf 
die Krankheit hin optimierte Fraktionen der KSrperflUssigkeit erhalten werden, 
welche eine grofttmogliche krankheitsspezifische Spektralveranderung beinhalten. 
Dadurch laftt sich die gesamte, hochkomplexe Spektralinformation deutlich 
vermindern und eroffnet dadurch die M6glichkeit, daft mit Hilfe der Datenanalyse 
Aussagen uber das Krankheitsbild getroffen werden kQnnen. Ein Beispiel der 
Komplexitatsverminderung ist die elektrochemisch induzierte Differenzanalyse, 
wobei die Meftzelle darin integrierte Elektroden aufweist. Hierbei konnen mit Hilfe 
eines angelegten Potentials bestimmte Inhaltsstoffe, insbesondere Biomolekule 
wie Proteine (z.B. Ham-Proteine), selektiv in Abhangigkeit ihres 
Mittelpunktspotentials oxidiert bzw. reduziert werden. Die dadurch induzierten 
Veranderungen (z.B. elektronischer Oder struktureller Art) konnen als 
Erkennungsmerkmal verwendet werden. Durch Verandern des angelegten 
Potentials konnen somit verschiedene Inhaltsstoffe selektiv verandert werden. 
Somit kann mit der elektrochemisch induzierten Differenzanalyse aufgrund der 
Selektion von nur redox-aktiven Komponenten der Korperfliissigkeit und durch 
geeignete Auswahl des Potentialbereiches eine vorteilhafte Verminderung der 
komplexen spektralen Information erreicht werden, wobei die 
Nachweisempfindlichkeit derart gesteigert werden kann, daft Veranderungen 
einzelner funktioneller Gruppen in BiomolekQIen erfaftbar sind. Beispielsweise 
ktinnen bei elektrochemisch induzierten Differenzspektren von roten 
Blutkbrperchen, Hamolysat oder einer HSmoglobinfraktion die Defekte am Protein 
wie z.B. dem genetisch bedingten Aminosaurenunterschied bei 
Sichelzellenanamie im Hamoglobin nachgewiesen werden und durch Vergleich 



WO 02/057753 



PCT/EP02/00589 



-7- 

mittels einer Multiparameteranalyse als Krankheit erkannt werden. Der Nachweis 
erfolgt dabei optimiert auf das fur Hamoglobin spezifische Mittelpunktspotential. 

Die Gesamtabsorptionsspektren und die induzierten Differenzspektren konnen 
sowohl in Erganzung als auch alleine mittels eines 
Multiparameteranalyseverfahrens zur Diagnose von Krankheiten verwendet 
werden. 

Die vorstehend aufgefuhrten Aufbereitungsschritte verandern den "nativen" 
Charakter der Proben jedoch nicht. Die zu messende Probe im 
erfindungsgemaUen Verfahren ist daher dadurch gekennzeichnet, daft die darin 
befindlichen Bestandteile unter Bedingungen, insbesondere hinsichtlich des 
Wassergehalts, Salzgehalts, pH-Werts usw., sowie gegebenenfalls der 
Temperatur, vorliegen, welche denjenigen der Korperfliissigkeit im Organismus 
entsprechen, dem die Probe entnommen wurde. Dies bedeutet beispielsweise, 
daft die BiomolekQIe (Proteine, Nukleinsauren usw.), die sich in der 
entsprechenden Korperflussigkeit befinden und fur die Bestimmung des 
Zustandes wesentlich sind, nicht denaturiert vorliegen. Dies steht z.B. im 
Gegensatz zum in EP-A-0 644 412 beschriebenen Verfahren, worin das Trocknen 
einer Flussigprobe auf einem Tragermaterial vor der Durchfuhrung einer IR- 
Messung erfolgt. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaften Verfahrens erfolgt 
die Messung der IR-Spektren in den vorstehend definierten Schritten (b) und (f) 
mit Hilfe eines Spektrometers, daft zur Fourier-Transformations- 
Infrarotspektroskopie (FTIR) ausgelegt ist, wodurch eine schnelle 
Spektrenaufnahme und -Auswertung ermoglicht wird. Das FTIR-Spektrometer 
kann beispielsweise an ein IR-Mikroskop gekoppelt sein. Bei der Aufnahme der 
IR-Spektren konnen Transmissions- und/oder Reflektionsmessungen durchgefuhrt 
werden. 

Der Informationsgehalt von IR-Spektren der erfindungsgemaft analysierten 
KorperflQssigkeiten ist im mittleren IR-Bereich besonders hoch. Daher erfolgt das 
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Messen der IR-Spektren im Schritt (b) und/oder Schritt (f) des vorstehend 
definierten Verfahrens vorzugsweise bei einer Wellenzahl von 400 bis 7.000 cm' 1 , 
mehr bevorzugt von 700 bis 1 .900 cm" 1 . 

Erfindungsgemali werden die im Schritt (b) gemessenen IR-Spektren der nativen 
Proben, bei denen der Zustand der biologischen FIQssigkeit, z.B. einer 
KorperflUssigkeit eines Organismus, bekannt ist, im Schritt (c) einem 
Multiparameteranalyseverfahren unterworfen. Hierzu werden die durch die 
Messung des jeweiligen IR-Spektrums gewonnenen Wert zunachst digitalisert. 
Das digitalisierte Spektrum wird dann einem Multiparameteranalyseverfahren 
bereitgestellt. ErfindungsgemaU verwendbare Multiparameteranalyseverfahren 
sind beispielsweise multivariate Datenanalyseverfahren, wie lineare 
Diskriminanzanalysen, neuronale Netze und Clusteranalysen, die als 
Softwareprogramme im Handel erhaltlich sind. 

Im Schritt (c) des erfindungsgemaUen Verfahrens wird das 
Multiparamteranalyseverfahren durch die Verarbeitung der Informationen trainiert, 
d.h. kalibriert, die in den IR-Spektren der nativen Proben der KGrperflussigkeiten 
der Organismen, bei denen der Zustand bekannt ist, enthalten sind.' Durch die 
Multiparameteranalyse werden Zuordnungsparameter aus den Datensatzen der 
IR-Spektren gewonnen, welche eine zuveriassige Klassifizierung bzw. Zuordnung 
der jeweiligen Proben zu den bekannten Zustanden gewahrleisten. 
ErfindungsgemaB wird zur Kalibirierung des Multiparameteranalyseverfahrens 
eine Mehrzahl, z.B. 5 bis 1000, vorzugsweise 50 bis 300, von IR-Spektren von 
Proben mit Hilfe des Multiparameteranalyseverfahrens analysiert, bei denen 
bekannt ist, daft die zugrundeliegende KorperflOssigkeit z.B. den Zustand A 
aufweist. Dementsprechend wird eine ebenso grolie Zahl von IR-Spektren 
analysiert, bei denen die zugrundeliegende KorperflOssigkeit z.B. den Zustand B 
aufweist. Die Anzahl der zur Kalibrierung des Multiparameteranalyseverfahrens 
pro Zustand benotigten Spektren hangt insbesondere davon ab, wie stark sich die 
Spektren der verschiedenen ZustSnde voneinander unterscheiden. Im 
allgemeinen ist es jedoch bevorzugt, das Multiparameterverfahren mit einer 
groBeren Anzahl, z.B. mehr als 100, von Spektren pro Zustand zu kalibrieren, da 
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die Zuordnungsfehlerquote mit der Grolle des dem 
Multiparameteranalyseverfahren zur Verftigung stehenden Datensatzes sinkt. Wie 
vorstehend ausgefuhrt, erfolgt die Multiparameteranalyse der IR-Spektren 
vorzugsweise mit Hilfe einer Software-gesteuerten Datenverarbeitung. Durch 
Speichem der erhaltenen Zuordnungsparameter, vorzugsweise auf einem 
elektronischen Datentrager, stehen diese dann fur einen Vergleich mit den 
entsprechenden DatensStzen eines IR-Spektrums einer Probe einer 
Kdrperflussigkeit, deren Zustand unbekannt ist, bereit. 

Somit wird im erfindungsgemaften Verfahren eine native Probe einer 
KorperflQssigkeit mit unbekanntem Zustand gemessen, der 
Multiparameteranalyse unterworfen und anhand eines Vergleichs der 
Zustandspara meter des IR-Spektrums der unbekannten Probe mit den zuvor 
erhaltenen und gespeicherten Zustandsparametern der IR-Spektren der 
bekannten Proben einem Zustand, beispielsweise dem Zustand A Oder dem 
Zustand B, zugeordnet Selbstverstandlich konnen durch das erfindungsgemgfte 
Verfahren durch geeignete Auswahl der Bezugszustande auch Eichreihen (z.B. 
Konzentration einer Substanz von 0 bis n Konzentrationseinheiten entsprechend 
den Zustanden A bis Z) aufgestellt werden, wodurch beispielsweise quantitative 
Bestimmungen moglich sind. Daher ermoglicht es das erfindungsgemSlie 
Verfahren, bei geeigneter Eichung des Multiparameteranalyseverfahrens auch 
beispielsweise eine Aussage uber den Grad oder das Stadium eines krankhaften 
Zustands zu treffen, beispielsweise wie stark ein Cholesterinspiegel vom 
Normalwert abweicht oder in welchem Stadium sich ein Krebsleiden befindet 

Zur Durchfuhrung des vorstehend definierten Verfahrens eignet sich 
beispielsweise eine Mefiapparatur, die ein FTIR-Spektrometer, entsprechende 
Pumpen und eine geeignete MeRzelle, die zur Aufnahme von FTIR-Spektren einer 
nativen, fltissigen Probe ausgelegt ist, umfafit. Aufgrund der erfindungsgemaiien 
IR-Spektrenaufnahme in den nativen Proben erfolgt die Messung im vorstehend 
definierten Schritt (b) und/oder Schritt (f) mit Hilfe einer MeRzelle, deren 
Schichtdicke vorzugsweise 1 bis 30 urn, mehr bevorzugt 3 bis 12 urn, am meisten 
bevorzugt nicht mehr als 10 urn, betragt. Die Auswahl der optimalen Schichtdicke 
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fQr Transmissionszellen fur wassrige Proben wird beispielsweise von Rahmelow, 
K. und Huber, W. (1997) in Appl. Spectrosc. 51, 160-170, beschrieben. Die 
geringe Schichtdicke ist bei der erfindungsgemalSen Aufnahme der IR-Spektren 
insbesondere deshalb erforderlich, da bei einer optischen Weglange von mehr als 
12 pm durch das in biologischen FlOssigkeiten vorliegende Wasser der Bereich 
der Totalabsorption zunimmt und der Informationsgehalt bei Uber 30 urn fflr das 
erfindungsgemafce Verfahren nur noch gering ist. 

Als optisches Material sind im erfindungsgemaften Verfahren generell alle IR- 
transparenten Materialien fur den angegebenen Wellenzahlenbereich oder -teil- 
bereich einsetzbar, vorzugsweise Calciumfluorid (CaF 2 ), Bariumfluorid (BaF 2 ), 
Zinkselenid (ZnSe), Silicium (Si), Germanium (Ge) und diinne Polymerfolien. Die 
Materialien k6nnen gegebenenfalls mit dOnnen, wasserunlSslichen Schichten 
Qberzogen sein wie z.B. Parylen, PTFE, PE. Hierdurch konnen der 
DQnnschichtzelle besondere Eigenschaften verliehen werden. Derartige 
Materialien dienen beispielsweise der Verringerung der Wechselwirkung des 
Fenster- und Zellen materials mit biologischen Proben oder der Isolierung 
wasserioslicher Fenstermaterialien von der wasserhaltigen Probenldsung. 
Hierdurch wird eine groBere Auswahl an optischen Materialien ermoglicht, 
wodurch ein grolierer Spektralbereich zuganglich ist. Es kann daher z.B. auch das 
wasseriosliche Kaliumbromid (KBr) als Fenstermaterial eingesetzt werden. 

Weiterhin konnen in die Zellen Elektroden integriert sein, wie z.B. in Form von 
mikrostrukturierten Netzen, welche eine elektrochemisch induzierte 
Differenzanalyse (Differenzspektroskopie) zulassen. Derartige MeBzellen sind 
beispielsweise in Moss A.D., Nabedryk, E., Breton, J. and Mantele, W. (1990) Eur. 
J. Biochem. 187, 565 - 572, beschrieben. 

Fur die MeBmethoden konnen beispielsweise die drei folgenden 
Ausfuhrungsformen nicht-zerlegbare FIQssigkeits-DQnnschichtzellen verwendet 
werden: 
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Typ 1 : nicht zerlegbare mikrostrukturierte Durchfluftzelle 

Derartige Zellen sind im Handel erhaltlich und zeichnen sich durch die folgenden 
Eigenschaften aus: 

hohe Druckbestandigkeit (z.B. 10-100 bar); vorteilhaft bei hohem 
Stromungswiderstand beim BefQIIen von Durchflulizellen (besonders bei 
Schichtdicken im Bereich von 1 bis 15 urn); 

geringes BefOllungsvolumen (0,05 bis 3 pi); daher nur sehr geringe 
Probenmengen geeignet; 

automatisierter Hochdurchsatz mdglich; BefQIIen und SpOlen der Zellen 
kann sehr schnell erfolgen; 

schnelle Druckrelaxation (< 10 ms); bei hohem Probendurchsatz 
erforderlich; 

derartige Zellen zeichnen sich trotz wechelnder Druckzustande durch eine 
gleichbleibende Schichtdicke wahrend der Probenmessung aus; die 
Abweichung bleibt unterhalb der Nachweisgrenze von IR-Messungen und 
fuhrt deshalb nicht zu StQrsignalen; dadurch wird die Reproduzierbarkeit 
des erfindungsgemafcen Verfahrens extrem verbessert; 
Integration von mikrostrukturierten Elektroden mbglich. 

Durch die Integration von Elektroden in der IR-Me(izelle, z.B. mikrostrukturierter 
Elektroden in der nicht-zerlegbaren Mikro-Durchflufizelle kdnnen dem 
erfindungsgemallen Verfahren beipielsweise folgende weitere Vorteile verliehen 
werden: 

Es kann eine Komplexitatsreduktion der Proben auf redox-aktive 
Komponenten in der Korperflussigkeit erreicht werden. Es wird eine 
Datenanalyse aus Gesamtspektrum und detaillierterem (hochaufgelostes) 
elektrochemisch induziertem Differenzspektrum mit neuen (zusatzlichen) 
spektralen Informationen moglich. 
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Durch die Integration der Zelle mit mikrostrukturierten Elektroden konnen 
abscanbare Potentialintervalle mit den jeweils fur ein Potentialintervall 
spezifischen Spektralanderungen ausgewertet werden. 
Es besteht die M6glichkeit der Auswertung eines auf eine spezifische 
Krankheit hin optimierten Potentialbereichs mit maximaler, 
krankheitsspezifischer Spektralanderung. 



Typ 2: nicht zerlegbare mikrostrukturierte Diffusionsmischerzelle 

Derartige Mefczellen sind im Stand der Technik bekannt und sind durch die 
folgenden Eigenschaften gekennzeichnet: 

keine Reinigung nQtig, da dieser nach dem Gebrauch weggeworfen werden 
kann (Einmalzelle); 
gleichbleibende Schichtdicke; 

geringes Probenvolumen notwendig (< 1 pi, z.B. 50 - 200 nl); 

keine schnelle Druckrelaxation und hohe Druckbestandigkeit notwendig da: 
Einmal-Wegwerfzelle bzw. -array (kein zeitaufwendiges Spulen und 
Reinigen notwendig; einfache Handhabung beim Umgang mit 
pathogenen Biomaterial (z.B. bei in die Sicherheitsstufe S2 
eingestuften Proben); 
Befullung uber Kapillarkraft; 

geeignet zum "Point of Care'-Einsatz. 

Typ 3: nicht zerlegbare Kapillarkraft-DQnnschichtzelle 

Eine Meftzelle dieses Typs ist in DE 197 39 126 beschrieben und weist die 
folgenden Eigenschaften auf: 

geringes Probenvolumen (< 5 pi); 

Keine schnelle Druckrelaxation und hohe Druckbestandigkeit notwendig da: 
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Einmal-Wegwerfzelle; 
Befullung uber Kapillarkraft; 
Integration von mikrostrukturierten Elektroden mdglich. 

Gemali einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemSIJen Verfahrens 
erfolgen die Meft- und Auswertungsschritte vollautmatisiert mit einem hohen 
Durchsatz von mehreren tausend, beispielsweise 5.000, Messungen und 
Auswertungen pro Tag und Gerat. Hierzu kann das erfindungsgemalJe Verfahren 
mit Hilfe einer Mellapparatur durchgefQhrt werden, bei der die einzelnen 
Komponenten, wie Pumpen, Probenschleifen, Steuerungsventile, Mischer usw., 
fur den Betrieb bei sehr kleinen Volumina und hohen Drucken ausgelegt sind, wie 
sie beispielsweise auch in der Hochdruckflussigkeitschromatographie (HPLC) 
Verwendung finden. Die Kontrolle dieser einzelnen Komponenten erfolgt 
vorzugsweise computergesteuert. Die Verwendung von HPLC-Komponenten in 
Verbindung mit einer Mikro-Durchflulizelle mit einer Schichtdicke von 1 bis 15 urn 
ermoglicht einen sehr geringen Probenbedarf von vorszugsweise < 20 ul. Mehr 
bevorzugt sind Durchfluftysteme mit einem Probenbedarf von 1 bis 10 ul, 
insbesondere 5 pi. 

Bei der Durchfuhrung des vorstehend gekennzeichneten Verfahrens, 
insbesondere unter Verwendung von HPLC-Komponenten, entstehen in 
Abhangigkeit von der FQIIgeschwindigkeit der MeUzelle hohe Drticke von 1 bis 
100 bar. Urn die Reproduzierbarkeit des erfindungsgemafcen Verfahrens und 
damit eine zuveriSssige Zuordnung des Zustands der untersuchten biologischen 
Flussigkeit zu gewahrleisten, weist die Mefczelle bei der Spektrenaufnahme trotz 
der wechselnden hohen Druckbelastung beim FQIIen und SpQIen der Zelle eine 
Schichtdickenabweichung von der ursprQnglichen Schichtdicke von vorzugsweise 
weniger als 1 nm auf. 

Im einzelnen wird das erfindungsgemalJe Verfahren beispielsweise in einer 
vorstehend genannten Durchfluliapparatur wie folgt durchgefQhrt. Die Proben, 
z.B. Blutserum, Blutplasma usw., werden uber ein Probenschleifenventil bei 
laufender Pumpe in ein Transportmedium (z.B. Wasser oder eine wasserige 
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Pufferlosung) eingespeist und in die FTIR-Mefczelle transportiert. Sobald sich die 
Probe in der MeBzelle befindet, wird der Fluft gestoppt und das FTIR-Spektrum 
der Probe gemessen. Anschlieliend wird die Zelle mit dem Transportmedium 
gespult. Durch die Verwendung von Probenschleifenventilen kann die 
Probenschleife noch wahrend der Messung neu befiillt werden. Hierdurch wird der 
Probendurchsatz nahezu aussschlielllich durch die Melidauer (im Fall von FTIR- 
Messungen in der Regel 15 bis 30 Sekunden) begrenzt, wodurch sich das System 
insbesondere zur Automation bei grolier Probenanzahl eignet. 

Wie vorstehend ausgefQhrt, eignet sich das obige System sowohl zur manuellen, 
halbautomatisierten als auch vollautomatisierten Durchfiihrung des 
erfindungsgemaSen Verfahrens. Vorzugsweise ist das obige Meftsystem bei 
einem automatisierten, hohen Probendurchsatz computergesteuert und mit HPLC- 
kompatiblen Komponenten ausgestattet. Dabei kann die Probenaufnahme 
beispielsweise aus standardisierten Mikrotiterplatten erfolgen. Bei einer 
automatisierten Ausgestaltung des erfindungsgemalien Verfahrens erfolgt die 
Messung der IR-Spektren vorzugsweise mittels der vorstehend aufgefiihrten nicht- 
zerlegbaren, mikrostrukturierten Durchflulizelle, in die gegebenenfalls Elektroden 
zur Durchfiihrung einer elektrochemisch induzierten Differenzanalyse der 
biologischen Flussigkeit integriert sein kSnnen. 

Ein wichtige Anwendung des erfindungsgemalien Verfahrens zur Bestimmung 
des Zustands einer K6rperfl0ssigkeit eines Organismus besteht in der 
Bestimmung der Konzentration bzw. Zusammensetzung beispielsweise einer 
Korperflussigkeit, z.B. Auswirkung von Erregern, verbotene Zusatze in 
Tierfuttermitteln in der Schweinezucht bzw. Rinderzucht, im Blut bzw. Blutserum 
von Mensch, Schwein und Bos taurus (Rind). Ein spezifisches Beispiel ist hier die 
Bestimmung der Konzentration bzw. der Nachweis der Auswirkungen des 
Vorhandenseins Oder der Abwesenheit von Prionen in einer KdrperflOssigkeit, wie 
beispielsweise einer KoYperflOssigkeit, z.B. dem Blut bzw. Blutserum von Bos 
taurus (Rind). 
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Somit wird in einer AusfQhrungsform des erfindungsgemafcen Verfahren ein 
Schnelltest bereitgestellt, der nicht auf dem direkten Nachweis eines Erregers, 
einer Substanz oder eines Wirkstoffs basiert, sondern sich die Erkennung der 
Zusammensetzung von Korperflussigkeiten (z.B. Blutbild/Blut-Zusammensetzung) 
nutzbar macht, die z.B. durch Autoimmuneraktionen (z.B. Multiple Sklerose), 
Futterzusatzmittel, Amyloide (Altzheimer-Morbus) oder Prionen (TSE, engl. 
transmissible spongiform encephalopathy"), welche den Stoffwechsel des 
erkrankten Tieres/Menschen beeinflussen, verandert ist. ErfindungsgemaU wird 
beispielsweise ein Schnelltest auf BSE bereitgestellt, der nicht auf dem direkten 
Nachweis der BSE-Erreger basiert, sondern sich die Erkennung der 
Zusammensetzung von Korperflussigkeiten (z.B. Blutbild) nutzbar macht, die 
durch das Vorhandensein der Prionen, welche den Stoffwechsel des erkrankten 
Tieres beeinflussen, verandert ist. 

Im Gegensatz zu den bisher an toten Tieren durchfQhrbaren Tests ist das 
erfindungsgemafie Verfahren am lebenden Organismus durchfuhrbar und 
erfordert daruber hinaus keine schwerwiegenden Eingriffe. Beispielsweise im 
Vergleich zu derzeit verfiigbaren BSE-Tests, fur die etwa sechs bis acht Stunden 
pro Test veranschlagt werden miissen, kann das erfindungsgemafce Verfahren mit 
bis zu 5.000 Messungen pro Tag und Apparatur sehr schnell durchgefiihrt 
werden. Die Vermeidung von hohem Personal- und Kostenaufwand ermoglicht es, 
eine erhebliche Kostensenkung in Bezug auf die Einzelmessung zu erreichen. 

Das erfindungsgemad eingesetzte Multiparameteranalyseverfahren zur 
Klassifizierung der Proben zu bekannten Zustanden und zum Vergleich der 
unbekannten Probe kann regelmaftig veranderten Bedingungen angepaftt und 
beziiglich konstanter Bedingungen optimiert werden. Falls beispielsweise neue 
Varianten eines Krankheitserregers auftauchen, die z.B. einem herkommlichen 
AntikQrpertest nicht zuganglich sind (AntikSrper, die nur auf eine bestimmte 
pathogene Form reagieren, nicht aber auf eine verSnderte pathogene Variante), 
kann das Multiparamteranalyseverfahren, z.B. ein neuronales Netz, an die 
veranderte Bedingung angepalit werden. Dadurch werden falsch negative 
Testergebnisse vermieden, wie sie aufgrund eines Polymorphismus eines 
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Krankheitserregers bei hochspezifischen Antikorpertests hauflg vorkommen, da 
hierbei eine neue Isoform des Erregers oft nicht erkannt wird. Im Gegensatz dazu 
wird daher das erfindungsgemafie Verfahren durch einen Polymorphismus eines 
Erregers nicht beeintrachtigt. 

Des weiteren werden insbesondere bei der Verwendung von HPLC-Komponenten 
nur sehr geringe Probenmengen (< 20 ul) benGtigt. 

Die Messung von Proben in ihrem nativen Zustand ermoglicht darQber hinaus eine 
sehr viel zuverlassigere Zuordnung, d.h. die Vermeidung falsch positiver und 
falsch negativer Testergebnisse, als bei Verfahren, bei denen die IR-Messung an 
getrockneten Proben, wie beispielsweise getrockneten Filmen der Proben, 
durchgefuhrt wird. Dadurch ist es moglich, insbesondere bei der Erkennung 
epidemiologisch signifikanter krankhafter Zustande wie BSE, eine sehr kleine 
Fehlerrate zu erreichen. 

Das erfindungsgemaRe Verfahren weist gegenQber aus dem Stand der Technik 
bekannten Verfahren, bei denen IR-Messungen an Biofilmen durchgefuhrt werden 
insbesondere die folgenden Vorteile auf: 

Wasser spielt bei der Stabilisierung der raumlichen Struktur von 
BiomolekQIen eine wesentliche Rolle. Im nativen Zustand sind die loslichen 
BiomolekOle von einer HydrathOlle umgeben, die mit den ionischen oder 
polaren funktionellen Gruppen in konformationsstabilisierender 
Wechselwirkung steht. Auch im Innem des MolekQIgerOsts wirkt Wasser 
durch Wasserstoffbruckenbindungen stabilisierend und formgebend auf die 
raumliche Struktur des BiomolekQIs. Dehydratisierung in Form von 
getrockneten Biofilmen kann hier zu entscheidenden strukturellen 
Anderungen durch intermolekulare Wechselwirkungen mit den 
Nachbarmolekulen fQhren. 

Der native Zustand einer KOrperflussigkeit und damit die native 
Konformation der gelosten Komponenten liegt beim erfindungsgemaften 
Verfahren, nicht aber bei der Messung an getrockneten Biofilmen vor. 
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Beispielsweise kann eine Krankheit bzw. die Zustandsanderung einer 
K6rperflUssigkeit durch die KonformationsSnderung eines Proteins 
verursacht sein. Hier kann eine Unterscheidung nur durch den Vergleich 
der nativen mit der pathogenen Konformation einen Nachweis erbringen. In 
getrockneten Biofilmen kann durch die Dehydratisierung, die native bzw. 
pathogene Konformation verandert oder zerstdrt werden, wodurch eine 
Unterscheidung schwieriger bzw. unmdglich wird. 

Ein Biofilm zeigt unterschiedliche Dehydratisierungszustande in 
Abhangigkeit von der Schichtdicke bzw. im Abstand zur Audenschicht. Im 
Innern des Films ist die Dehydratisierung weniger fortgeschritten als am 
Rand. Ursache hierfur ist, dass Wasser aus dem Innern nur langsam durch 
Diffusion durch die daruberliegende Schicht nach auften gelangen kann. 
Unterschiedliche Dehydratisierungszustande in einer Probe fiihren zu 
unterschiedlichen bzw. unterschiedlich stark ausgeprSgten intra- und 
intermolekularen Wechselwirkungen mit benachbarten Atomen oder 
funktionellen Gruppen, so dass es zu einem Bandenshift 
(Absorptionsmaximum wird zu einer anderen Wellenzahl verschoben) 
kommt. D.h. der fGr eine funktionelle Gruppe charakteristische 
Absportionspeak und der Extinktionskoeffizient ist abhangig vom 
Dehyratisierungsgrad. Unterschiedliche Dehydratisierungszustande in einer 
Probe fiihren daher zu einer Linienverbreiterung durch viele leicht 
gegeneinander verschobene Peaks und damit nachteilhafterweise zu einer 
geringeren Spektralinformation. 

Ferner muss die zu klassifizierende Probenmessung den gleichen 
Dehydratisierungszustand aufweisen wie die zum Trainieren (Kalibieren) 
der multivariaten Datenanalyse verwendeten Datensatze, da sonst 
aufgrund des ungleichen Bandenshifts keine eindeutige Bandenzuordnung 
durchgefuhrt werden kann. 

Biofilme weisen aufgrund des Trocknungsprozesses eine inhomogene 
Zusammensetzung auf. Dadurch ist die Reproduzierbarkeit der Messungen 
schlechter. 
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Fur eine gute Reproduzierbarkeit und geringe Zuordnungsfehlerquote 
mOssen bei der Preparation von Biofilmen einheitlich zu den 
Kalibrierungsdatensatzen folgende Parameter optimiert werden: 

Trocknungsdauer 

Trocknungsgradient 

Trocknungstemperatur 

Auftragsmenge 

Auftragsdicke 

Tragermaterial (Benetzung) 

Filmoberflachen (z.B. Krtimmung, Rauhigkeit usw.) (wichtig fur 
Transmissions/Reflexions/Streuungs-Verhaltnis) 
Art des Auftrags (beispielsweise besteht ein Unterschied, ob einmal 
dick oder mehrmals dunn mit Trocknungsphasen zwischen den 
dunnen AuftrSgen aufgebracht wird). Ansonsten resultiert eine 
schlechtere Reproduzierbarkeit und eine h6here 
Zuordnungsfehlerquote. 
Die vorstehend genannten Probleme der Messung an Biofilmen lassen sich 
nur durch aufwendige, kostenintensive Dosier-, Temperier- und Regelungs- 
techniken einigermalien kontrollieren. Fur einen breiten Einsatz oder fur 
einen "Point of Care"-Einsatz sind die im Stand der Technik bekannten 
Verfahren daher ungeeignet. 

Zur besseren Reproduzierbarkeit sollte ebenfalls die Spektrenaufnahme 
der zu klassifizierenden Proben mit der gleichen Messtechnik 
aufgenommen werden, wie bei den Kalibrierungsdatensatzen. Zur 
Aufnahme von getrockneten Biofilmen sind jedoch viele Techniken 
verbreitet, beispielsweise Transmission, Reflexion oder diffuser Reflexion, 
deren Daten sich nicht mit ausreichender Genaugkeit vergleichen lassen. 
Eine elektrochemische Differenzanalyse ist nur sinnvoll, wenn die redox- 
aktiven Komponenten noch ihre native Konformation beinhalten, die 
anhand des redox-Vorganges charakteristische, hochspezifische 
StrukturSnderungen durchlaufen (vgl. Moss A. D., Nabedryk, E., Breton, J. 
and Mantele, W. (1990) Eur. J. Biochem. 187, 565-572). In Biofilmen liegen 
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die Molekule jedoch dehydratisiert vor, weshalb hier nicht von einer 
"nativen" Probe gesprochen werden kann. 

Zur Eichung der Spektren wird den Biofilmen meist eine Eichsubstanz 
zugefugt. Diese Eichung ist beim erfindungsgemalJen Verfahren nicht 
erforderlich. 

Das erfindungsgemafce Verfahren ist von der vorstehend erlauterten Problematik 
der Probenaufbereitung nicht betroffen. Die Aufbereitungsschritte der meisten 
KSrperflGssigkeiten (wenn Qberhaupt notwendig) sind standardisiert und zudem 
liegen die gelOsten Substanzen der KdrperflQssigkeit bei den jeweiligen 
Organismen in Qberwiegend ahnlicher Konzentration vor, so dass zum einen der 
native Charakter der K6rperflQssigkeit erhalten bleibt und zum anderen ein 
direkter Vergleich der Proben moglich ist. Gegebenfalls ist eine Normierung der 
Daten bezuglich der Schichtdicke der verwendeten Messzelle auf die Schichtdicke 
der Referenzmesszelle notwendig. Daher eignet sich das erfindungsgemaBe 
Verfahren aufgrund der Moglichkeit der Erstellung multivariater Parametersatze 
bezuglich einer bestimmten Krankheit (bzw. Zustandsanderung einer biologischen 
Flussigkeit) in Zusammenhang mit der guten Reproduzierbarkeit bezuglich der 
Messtechnik hervorragend fur einen breiten Einsatz. 

Die Figuren zeigen: 

Fig. 1 ist eine schematische Darstellung einer zur Durchfuhrung des 
erfindungsgemalien Verfahrens geeigneten Vorrichtung. 

Fig. 2 ist eine graphische Darstellung der elektrochemisch induzierten FTIR- 
Differenzspektren von normalem menschlichem Hamoglobin (HbA> und des 
Sichelzellanamie-Hamoglobins (Hbs). 

Fig. 3 ist eine graphische Darstellung des IR-Gesamtabsorptionsspektrums von 
menschlichem Blutserum. Es wurde eine Dunnschicht-Durchflufizelle 
(Schichtdicke etwa 6 pm) verwendet. 
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Fig. 4 ist eine graphische Darstellung der zweiten Ableitung von 5 IR-Spektren 
des Blutserums eines menschlichen Patienten. 

Fig. 5 (A) ist eine graphische Darstellung der zweiten Ableitung von IR-Spektren 
des Blutserums von 5 verschiedenen menschlichen Patienten und (B) zeigt 
die im Wellenzahlbreich von 1 .680 bis 1 .800 cm" 1 Qbereinander gelegten 
Spektren von (A). 

Fig. 6(A) zeigt Absorptionsspektren von Liquor-Proben von Patienten mit und 
ohne Multiple Sklerose und (B) zeigt die zweite Ableitung dieser 
Absorptionsspektren. 

Das erfindungsgemafce Verfahren kann beispielsweise mit Hilfe der in der Fig. 1 
gezeigten Vorrichtung wie folgt durchgefuhrt werden: 

Die Proben konnen manuell (halbautomatisierte Anlage) Oder Qber Mikro- 

titerplatten (1) (vollautomatisierte Anlage) vorgelegt werden. 

Die Proben werden in ein Injektionsventil (2) aus der Vorlage 

aufgenommen. 

Die Proben aus den Mikrotiterplatten (1) werden sequentiell uber eine 
Pumpe (3) aufgenommen. 

Die Probenaufgabe in die Durchflussmesszelle (4) erfolgt durch das 
Injektionsventil (2). 

Die Probe wird dabei uber das Schalten des Injektionsventils (2) in ein 
Transportmedium (5) (z.B. Wasser oder eine wasserige Pufferlosung) 
eingespeist und in die Durchflussmesszelle (4) transportiert. 
Das Transportmedium (5) wird durch eine weitere Pumpe (6) angetrieben 
(vorzugsweise eine HPLC-Pumpe). 

Befindet sich die Probe in der Messzelle (4) wird der Fluss des 
Transportmediums (5) durch ein Steuerungsventil (7) beispielsweise in ein 
AbfallgefaR (8) umgeleitet und so der Fluss durch die Messzelle (4) 
gestoppt. 
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Die Messzelle (4) ist in einem IR-Spektrometer (oder IR-Mikroskop) 
integriert, mit dessen Hilfe ein oder mehrere IR-Spektren aufgenommen 
werden konnen. Wahrend der Messung findet kein Fluss durch die 
Messzelle (4) statt. 

Von einer IR-Lichtquelle (9) wird Licht durch die Probe zur Aufnahme von 
IR-Spektren geleitet und mit einem Detektor (10) genommen. 
Gegebenenfalls wird eine Reduktion oder Oxidation der Probe 
vorgenommen. FQr verschiedene angelegte Potentialzustande wird jeweils 
mindestens ein IR-Spektrum aufgenommen. 

Anschliellend wird die Probe durch emeutes Schalten des 
Steuerungsventils (7) mit Transportmedium (5) vollstandig aus der Zelle (4) 
in ein Abfaligefaft (8) gespQIt. 

Gegebenenfalls kann die Zelle (4), die Probenschleife und die 
probendurchstromten Zuleitungen mit einer Reinigungslosung (11), 
beispielsweise SDS/6 M Guanidiniumhydrochlorid, gereinigt werden. 
Die Aufgabe der Reinigungslosung (11) erfolgt vorzugsweise Ober ein 
zweites Injektionsventil (12) zwischen dem Steuerungsventil (7) und dem 
ersten Injektionsventil (2) Ober eine weitere Pumpe (13). 
In der Regel wird nach dem SpQIen (Zelle (4) ist vollstandig mit 
Transportmedium (5) gefullt) ein Referenzspektrum im gestoppten Zustand 
aufgenommen. Dabei dient das Transportmedium (5) als konstant 
bleibende Referenz. 

Gegebenenfalls kann das Injektionsventil (2) vor, wahrend und/oder nach 
der Probenmessung geschaltet und die Probenschleife neu befullt werden. 
Vorzugsweise wird das Injektionsventil (2) vor der Messung geschaltet und 
neu befullt. Dadurch wird der Probendurchsatz nahezu ausschlielilich durch 
die Messdauer (in der Regel 15-30 Sekunden) begrenzt und das System 
eignet sich somit zur Automation bei grofter Probenanzahl. 
Die Auswertung der erhaltenen IR-Spektren erfolgt mittels multivariater 
Datenanalyse. 

Es erfolgt schliefilich die Zuordnung der Probe zu einer Gruppe der 
multivariaten Datenanalyse. 
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Vorzugsweise ist die Anlage aus HPLC-Komponenten aufgebaut. 

Nachstehend wird die vorliegende Erfindung weiter anhand der folgenden nicht- 
einschrankenden Beispiele naher erlautert. 

BEISPIELE 

Elektrochemisch induzierte Differenzanalyse von Hamoglobin 

Es wurden Losungen von normalem, menschlichem Hamoglobin (HbA) und 
Sichelzellanamie-Hamoglobin (Hbs) hergestellt. Davon wurden mittels eines FTIR- 
Spektrometers in einer Dunnschichtzelle elektrochemisch induzierte 
Differenzspektren errmittelt. Die Differenzspektren sind in der Fig. 2 gezeigt. Beide 
Spektren zeigen in bestimmten Absorptionsbereichen eine gute Qbereinstimmung, 
in anderen jedoch ist ein deutlicher, fur Sichelzellanamie-Hamoglobin 
charakteristischer Unterschied erkennbar. Somit stellt das erfindungsgemaUe 
Verfahren eine schnell und universell einsetzbare Nachweismethode, z.B. fur 
diagnostische Zwecke im klinischen Bereich, bereit, da die elektrochemisch 
induzierte Differenzanalyse auf alle redox-aktiven Substanzen in biologischen 
FlOssigkeiten anwendbar ist. 

FTIR-Messung von menschlichen Blutseren 

Es wurde mittels einer DCinnschicht-DurchfluBzelle (Schichtdicke 6 um) ein 
Gesamtabsorptionsspektrum aufgenommen (Fig. 3). 

Die Reproduzierbarkeit von IR-Spektren (zweite Ableitung) wurde anhand von 
menschlichem Blutserum mit Hilfe derselben Mefcvorrichtung untersucht. Hierzu 
wurden 5 Proben des gleichen Patienten in die Meftapparatur eingespritzt und 
gemessen. Die Spektren der Fig. 4 zeigen eine hervorragende 
Reproduzierbarkeit, die von Messungen an Biofilmen nicht erreicht wird. 
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Die Fig. 5A zeigt IR-Spektren (zweite Ableitung) von 5 verschiedenen 
menschlichem Blutseren, welche ebenfalls mit der obigen DQnnschicht- 
Durchflulizelle aufgenommen wurden. Es zeigt sich, dali die Spektren der Proben 
unterschiediicher Patienten in bestimmten Bereichen deutliche Unterschiede 
aufweisen. Dies wird beispielsweise im Bereich von 1.680 bis 1.800 cm" 1 
besonders deutlich, wenn die Spektren ubereinander gelegt werden (Fig. 5B). 

FTIR-Messungen von menschlichen Liquor- und Serumproben von Patienten 
mit Multiple-Sklerose 

Aus einer umfangreichen Human-Datenbank wurden sowohi Liquor als auch 
Serum von Multipler Sklerose erkrankten Patienten mittels der oben 
beschriebenen Methode gemessen. Die gefroren archivierten Proben -frische 
Proben konnen ebenfalls eingesetzt werden- wurden im aufgetauten, flussigen 
Zustand in einer Anlage mit einer Dunnschichtzelle vermessen. Im einfachsten 
Fall k6nnen diese Proben direkt verwendet werden. Eine Optimierung kann durch 
eine geeignete Vorbehandlung der Proben erreicht werden. Fur die anschlieRende 
Datenauswertung mittels chemometrischer Verfahren konnen entweder direkt die 
aufgenommenen Absorptionsspektren oder aber auch deren zweite Ableitung 
eingesetzt werden. Fur die Auswertung der Spektren kann es sinnvoll sein, den 
Spektralbereich der Messungen auf 700 cm" 1 bzw. 3000 cm" 1 zu vergrbliern, da 
hierdurch der Informationsgehalt erhdht wird. 

Die Figuren 6 (A) und (B) zeigen am Beispiel von Liquor jeweils Messungen von 
Patienten mit und ohne Multiple Sklerose. 
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AnsprOche 

1. Verfahren zur Bestimmung des Zustands einer biologischen Flussigkeit, 
umfassend die Schritte 

(a) Bereitstellen einer Mehrzahl nativer Proben der biologischen 
Flussigkeit, bei denen jeweils der Zustand der biologischen 
Flussigkeit bekannt ist, 

(b) Messen der IR-Spektren der nativen Proben von Schritt (a), 

(c) Unterwerfen der IR-Spektren von Schritt (b) einem Multiparameter- 
analyseverfahren und Auswahlen von Zuordnungsparametern, die 
eine zuveriassige Zuordnung der Proben zu den bekannten 
Zustanden gewahrleisten, 

(d) Speichern der im Schritt (c) erhaltenen Zuordnungsparameter, 

(e) Bereitstellen einer nativen Probe einer biologischen FlOssigkeit, 
deren Zustand unbekannt ist, 

(f) Messen mindestens eines IR-Spektrums der nativen Probe von 
Schritt (e), 

(g) Unterwerfen des IR-Spektrums von Schritt (f) einer Multiparameter- 
analyse und 

(h) Vergleichen der Zustandsparameter des IR-Spektrums der 
unbekannten Probe mit den im Schritt (d) gespeicherten 
Zustandsparametern der IR-Spektren der bekannten Proben, 

wobei das Messen der IR-Spektren in den Schritten (b) und (f) mit Hilfe 
einer Melizelle durchgefOhrt wird, die eine Schichtdicke von nicht mehr als 
30 urn aufweist. 

2. Verfahren zur Herstellung einer Sammlung von Zustanden biologischer 
FIQssigkeiten, umfassen die Schritte 

(a) Bereitstellen einer Mehrzahl nativer Proben biologischer 
FIQssigkeiten, bei denen jeweils die Zustande der biologischen 
FIQssigkeiten bekannt sind, 
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(b) Messen der IR-Spektren der nativen Proben von Schritt (a), 

(c) Unterwerfen der IR-Spektren von Schritt (b) einem 
Multiparameteranalyseverfahren und Auswahlen von 
Zuordnungsparametern, die eine zuverlassige Zuordnung der 
Proben zu den bekannten Zustanden gewahrleisten, und 

(d) Speichern der im Schritt (c) erhaltenen Zuordnungsparameter 
wobei das Messen der IR-Spektren in Schritt (b) mit Hilfe einer MelJzelle 
durchgefuhrt wird, die eine Schichtdicke von nicht mehr als 30 urn aufweist. 

3. Verfahren zur Bestimmung des Zustands einer biologischen Flussigkeit, 
umfassend die Schritte 

(e) Bereitstellen einer nativen Probe einer biologischen Flussigkeit, 
deren Zustand unbekannt ist, 

(f) Messen eines IR-Spektrums der nativen Probe einer biologischen 
Flussigkeit, 

(g) Unterwerfen des IR-Spektrums von Schritt (f) einer Multiparameter- 
analyse und 

(h) Vergleichen der Zustandsparameter des IR-Spektrums der 
unbekannten Probe mit Zustandsparametern der IR-Spektren von 
bekannten Proben, 

wobei das Messen des IR-Spektrums in Schritt (f) mit Hilfe einer Meftzelle 
durchgefuhrt wird, die eine Schichtdicke von nicht mehr als 30 qm aufweist. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei das Bereitstellen der 
nativen Probe(n) im Schritt (a) und/oder Schritt (e) das Homogenisieren der 
biologischen Flussigkeit und/oder das Befreien der biologischen Flussigkeit 
von partikularen Bestandteilen umfalit. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei das Messen 
der IR-Spektren im Schritt (b) und/oder Schritt (f) bei einer Wellenzahl von 
400 bis 7.000 cm" 1 durchgefuhrt wird. 
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6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die Messung 
der IR-Spektren im Schritt (b) und/oder Schritt (f) mit Hilfe eines FTIR- 
Spektrometers und/oder FTIR-Mikroskops erfolgt. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die Messung 
der IR-Spektren im Schritt (b) und/oder Schritt (f) mit Hiife einer MeBzelle 
mit einer Schichtdicke von 3 bis 12 urn durchgefOhrt wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei die MeSzelle bei einer Druckbelastung 
von 1 bis 100 bar eine Schichtdickenabweichung von der ursprQnglichen 
Schichtdicke von weniger als 1 nm aufweist. 

9. Verfahren nach einem der vorhergenden Anspruche, wobei das 
Multiparameteranalyseverfahren eine Diskriminanzanalyse, ein neuronales 
Netz Oder eine Clusteranalyse ist. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei die Melizelle 
darin integrierte Elektroden zur Reduktion und/oder Oxidation von 
Biomolekulen der Probe aufweist. 

1 1 . Verfahren nach einem der vorhergenden Anspruche, wobei die biologische 
FIQssigkeit eine KorperflQssigkeit eines Organismus ist. 

12. Verfahren nach einem der vorhergenden Anspruche, wobei die 
Korperflussigkeit aus der Guppe, bestehend aus Blut, Blutplasma, 
Blutserum, Hamolysat, Liquor, Urin, Speichel, Sperma, LymphflOssigkeit, 
SynovialflQssigkeit, Fruchtwasser, TranenflOssigkeit, ZystenflOssigke'rt, 
Schweifcdrusensekret und GallenflOssigkeit ausgewahlt ist. 

13. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, wobei der Organismus aus der 
Gruppe, bestehend aus Bos taurus, Gallus gallus, Maleagris gallopavo, 
Mus musculus, Ovis ammon, Rattus norwegicus, Sus scrofa und Homo 
sapiens, ausgewahlt ist. 
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14. Verfahren nach einem der Anspruche 11 bis 13, wobei die Probe mit 
unbekanntem Zustand einem krankhaften oder nicht-krankhaften Zustand 
und/oder einem Stadium oder Grad des krankhaften Zustands zugeordnet 
wird. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, wobei der krankhafte Zustand aus der 
Gruppe, bestehend aus Diabetes, Arthritis, erhohtem Cholesterinspiegel, 
Anamien, Gewebsuntergang, Krebs, Leberkrankheiten, Nierenkrankheiten 
Myokardinfarkt, AIDS, Allergien, Ortikaria, allergisches Asthma, 
Autoimmunkrankheiten, neurodegenerativen Erkrankungen und TSE, 
ausgewaM ist. 

16. Verfahren nach Anspruch 14, wobei der krankhafte Zustand durch 
Futtermittel und/oder Futtermittelzusatzstoffe in der Tiermast verursacht 
wird. 

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 16, wobei die Probe mit 
unbekanntem Zustand dem Vorliegen eines bestimmten Zelltyps, eines 
bestimmten Bakterienstamms oder eines bestimmten Virusstamms 
zugeordnet wird. 
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Fig. 2 
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Fig. 6A 
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